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Vplyv rastovych faktorov na produkciu celulaz vlaknitou hubou
Trichoderma viride '

BOHUMIL SKARKA - HELENA BARATHOVA - VALTER VOLLEK -
JAROSLAV ZEMANOVIC

Stuhrn. Pridavok melasy (2.5 g.1'') ulebo zahusteného kukuriéného vyluhu (2.5 g.1)
pozitivne ovplyviluje produkciu celuiaz viaknitou hubou Trichoderina viride. V porovnani
s kontrolou sa produkcia cetuliz zvysi o 30-60 % Pridavok fermentovanyceh pseniénych
otriib (2.5 g.I'") posobi inhibi¢ne. Stimulacny efekt rastovyeh faktorov sa dd este zvysit
kombindciou s nicktorymi tenzidmi. Pridavok tenzidu Tween 80 (2 g.1''). Slovanik PV
370B alebo NT 70 (1-2 g.1'") vedie k zvyseniu produkcie celulaz az o 150 %. ktoré véak
nie je v priamom vztahu k produkeii extraceluldrnych proteinov.

Viaceri autori [1. 2] sa zaoberali hfadanim zavislosti medzi zlozkami média
a produkciou celuldz vlaknitou hubou Trichodernia viride; vychadzali pritom
z poznatkov o vyzZivovych narokoch jednotlivych kmenov Trichoderma viride.
Mnohi autori sa venovali vplyvu induktorov [3-7]. zdroja dusika {8], pH [9,
10} alebo pridavkov tenzidov [11-13].

V tejto praci sledujeme vplyv rastovych faktorov z melasy, zahusteného
kukuriéného vyluhu (CSL) a fermentovanych pseni¢nych otrib (FEO) na
produkciu celuldz Trichoderma viride QM 9414 samostatne a v kombinécii
s vybranymi tenzidmi.

Material a metady
PouZzity mikroorganizimus. PouZzivalisme kmen Trichoderma viride QM 9414

7o zbierky Chemického ustavu SAV v Bratislave.

Kultivacné pédy. Na kultivaciu Trichoderma viride sme pouzivali podu
podla Mandelsovej a Webera [14]. modifikovand Farkasom a kol. [15] (tab. 1).
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Fabulka 1. Porovnanie kultivaénvch pad pod!a Mandelsovej a Webera [14] a Farkasa a kol.

[15]

Table ! The comparison of substrates according to Mandels and Weber [ 4] and Farkas et al.

{15]
f Latka! Mandelsovd a Weber Farkas a kol.
(2l Bl ‘
0.3 (.3
14 i4
2,0 2.0
i 0.3 | 0.3
{ 0.3 i 03
; celuldza® ” 3 10,0 i 10.0
| kvasnicny exirakt’ 0.1 i 0.1
| pepton - | i.0
Tween 86 : - i 2.0
| vodovodnd voda’ | 1.0 1 ; 1,01 ,

‘Substrate: “Urea: *Ceilulose: “Yeast extract; “Peptone: “Tap water.

Do pody sme podia podmicnok pokusov priddvaii melasu, zahusteny kukurié-
ny vyluh alebo fermentované psenicné otruby [16].

Podmienky kultivdcie. Pouzivali sme 500 ml banky so 125 mi pédy pH 5.0.
Kultivovali sme na rotacnej trepacke (5 cm excenter, 110 obr. min™') pri 28 °C.

Stanovenie celulizove] aktivity na filtracny papier (FPA). 0,2 ml odstrede-
n¢ho kultivacného media sme v skiimavke zriedili 0.3 ml vody, pridali (.5 m!
(1,05 mol.dm™ citratového timivého roztoku, pH 4.8 a prizok 6 x 1 cm filtrac-
né¢ho papiera Whatman 1. Skumavku sme vlozili do vodného kapela (50 °C)
a nechali inkubovat 60 min. Po ochladeni roztoku sme v fiom stanovili redu-
kujuce sacharidy {17] alebo glukdzu [I8].

Stanovenie proteinov. Proteiny sme stanovili metédou podia Lowrvho [19,
20].

Vysiedky a diskusia

Zahusteny kukuricny vyluh (CSL) a fermentované pSeniéné otruby (pre
ktoré bol vypracovny postup pripravy} sa v kultivacnVch médidich ¢asto pou-
Zivaju ako zdroj rastovych latok [16]. Pre pomerne vysokv obsah mikrocle-
mentov a niektorych organickych dusikatych idtok sa vo viacerych nasich po-

cusoch melasa osveddila ako stimuldtor,
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Tabulka 2. Vplyv testovanych zdrojov rastovych faktorov a ich kombindcie s tenzidmi na
produkciu celulaz (ako FPA) vidaknitou hubou Trichoderma viride QM 9414
Table 2. Influence of tested growth factors and their combinations with tensides on cellulase
production (expressed as FPA) using the fibrous fungus Trichoderma viride QM 9114

Pridan létkal Koncentracia® |Den dosiahnutia|Maximum FPA*| % k maximu
BisianG farka [g.1 1] maxima FPA® [nkat.ml'] kontroly*

Kontrola® - 7 5,44 100

| melasa’ 2,5 7 9,09 167
CSL 2.5 10 8,02 142

; FEO 2.5 10 4,27 79

Tween 80 2 6—10 9,5—11 167—203

i Slovanik NT 70 1 6—10 8.4— 9.5 148—175

| Slovanik PV 370B 1 7—10 8.8—10.5 157—192

|

['melasa’ 2.5
+ Tween 80 2 10 14.41 265

| melasa’ 2.5

| + Slovanik NT 70 1 7 11.99 221

| melasa’ 2.5

. — Slovanik PV 370B 1 7 12,41 228

| CSL + Tween 80 2542 6 14.63 258

| CSL + Slovanik NT 70 25+1 7 14,34 253

| CSL + Slovanik PV 370B 25+1 6 12.66 224

| FEO + Tween 80 2542 10 10.12 187

| FEQ = Slovanik NT 70 2.5+1 10 5,98 110

! FEO + Slovanik PV 370B 2:541 7 5165 104

'Addition: “Concentration: ‘Day of achieving maximal FPA value: "Maximal FPA value: “Per-
centage to maximum of control; “Molasses.

Pridavok tychto rastovych faktorov do kultivaéné¢ho média sme kombino-
vali aj s pridavkom tenzidov, ktoré vykazali pozoruhodny stimula¢ny dcinok
na produkciu celulaz Trichoderma viride [11-13, 21]. Vysledky pokusov uva-
dza tabulka 2. Vsetky vysledky (i dalej) st priemerom 3 az 5 paraleliek.

Z tabulky 2 vidiet, ze pridavok melasy zvysSuje produkciu celulaz oproti
kontrole az o 60 % . zahusteny kukuri¢ny vyluh o 40 %, kym fermentované
pseni¢né otruby majui inhibi¢ny ucinok (-21 %).

Kombindcia rastovych faktorov s tenzidmi spdsobuje vyrazné zvysenie pro-
dukcie celulaz. Najvyssie hodnoty sme dosiahli s melasou a tenzidom Tween
80. Len o nie¢o nizsie hodnoty boli pri pridavku zahusteného kukuri¢ného vy-
luhu v kombindcii s tenzidom Tween 80. Pri pouziti tenzidov typu Slovanik
boli hodnoty blizke vysledkom pri pouziti tenzidu Tween 80.

V dal$ej sérii pokusov sme sledovali zavislost zvySenia produkcie celulaz
pod vplyvom rastovych faktorov a tenzidov od produkcie extracelularnych
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proteinov (tab. 3). Z vysledkov mozno dedukovat, Zze medzi tvorbou celulaz
Trichoderma viride a tvorbou extracelularnych proteinov nie je priama za-

vislost [21].

Tabulka 3. Vplyvrastovych faktorov z melasy a tenzidov Tween 80 a Slovanik PV 370B na

produkciu celuldz a extraceluldrnych proteinov Trichoderma viride QM 9114

T able 3. Influence of growth factors from molasses and tensides Tween 80 and Slovanik
PV 370B on the both cellulase production and extracellular proteins Trichoderma viride
OM 9114 production

Koncen- s kultivaci iP
Pridand latka' tracia® it ‘ac1e [dni] % k maxJ.
[2.1] 3 5 7 19 |kontroly
Produkcia celulaz (vyjadrena ako |
FPA" [nkat.ml™']
kontrola’ - 2,57 465 . 549 2.89 100
Tween 80 2 3,60 10,15 | 6.86 3.71 186
Slovanik PV 370B 1 4,03 8.44 | 5,64 2,98 153
2 4.20 972 | 649 3.09 177
melasa® 2;5 6.00 6,54 i 748 6,43 136
melasa® + SI.PV 370B 2.54+1 7.38 13.30 8,27 4,45 242
melasa® + Tween 80 2.5%+1 7.20 11,81 11,11 10.15 215
Produkcia extracelularnych I
proteinov® [mg.ml'] : |
kontrola’ 0,92 1.14 | 143 1,88 100
Tween 80 2 1.40 2,39 l 2,76 2,45 147
Slovanik PV 370B 1 1.20 1.83 : 205 94 109
2 1.23 2.11 | 2,39 2,05 127
melasa® 2.5 1.63 207 | 2,20 2,17 136
melasa® + S1.PV 370B 2.5+1 1.83 262 | 282 291 155
melasa® + Tween 80 2541 198 3,17 2,78 05 168

Addition; 2concentration; *Cultivation time days; *Percentage to maximum of control; *Cellu-

lase production (expressed as FPA): “Molasses: "Production of extracellular proteins.

GUPTA.J. K.-DAS.N. B.-GUPTA. Y. P., Agric. Biol. Chem., 36, 1972

NISIZAWA. T. - SUZUKI, H. - NISIZAWA | K.. J. Biochem.. 71, 1972

Literatura

(1]

[2] STERNBERG. D.. Biotechnol. Bioeng.. /8, 1976, ¢. 12.s. 1751
[3]

[

, 999.

L¢ILLs. 1961,

4] MARKKANEN. P. H. - BAILEY. M. J.. Proc. 5th Int. Ferment. Symp.. Berlin 1975. s.

24, 14

s. 854.

5] MANDELS, M.. Biotechnol. Bioeng. Symp.. 5, 1975, s. 81.
] OSTRIKOVA. N. A. - KONOVALOV. S. S.. Prikl. Biochim. Mikrobiol., /7, 1981. ¢. 6.

[7] MOROZOVA. E.S. - ORANSKAJA. M. S. - LOGUNOV. A. L.: In: Celljulazy mikroor-

ganizmov. Moskva, Nauka 1981, s. 142.

[S] GOTTWALDOVA. M. - KUCERA, J. - PODRAZKY. V.. Biotech. Lett.. 4, 1982, 5. 229.



“] MUKHOPADHYAY, S. N.: Proc. 2nd Eur. Congr. on Biotechnology. Eastbourne. 1951.
s. 283.

1] BROWN, D. E. - HALSTED, D. J.. Biotechnol. Bioeng.. /7, 1975, ¢. 8.s. 1199.

1] Pat. Jap.. 150 383, 1957.

2] REESE, E. T. - MAGUIRE. A.. Dev. Ind. Microbiol.. /2, 1970, s. 212.

13] GRIFFIN, H. L. - SLONEKER. J. H. - INGLET. E. E.. Appl. Microbiol., 27, 1974, ¢. 6,
s. 1061.

4] MANDELS, M. - WEBER. J., Adv. Chem. Ser.. 95, 1969. s. 391.

13) FARKAS. V. - KOLAROVA, N. - LABUDOVA, I. - BAUER. S.. Proc. 3rd Symp.
Socialist Countries on Biotechnology. Bratislava. 1983.s. 1.

0] VOLLEK. V.. Mikrobiologické praktikum. Bratislava. ES SVST 1983. s. 72.

7] MILLER, G. L. - BLUM, R. - GLENNON. W. E. - BURTON. A. L.. Anal. Biochem.,

1, 1960, s. 127.

18] BIO-LA-TEST. Stanovenie glukézy. Lachema Brno.

19] PEITERSEN., N.. Biotechnol. Bioeng.. /9, 1977, ¢. 3. 5. 337.

20] DABIDEK. J. - HRDLICKA, J. - KARVANEK, M. - POKORNY. J. - SEIFERT, J. -
VELISEK. J.. Laboratorni piirucka analyzy potravin. Praha. SNTL 1977, 267 s.

21] SKARKA. B. - ZEMANOVIC, J.. Vplyv tenzidov na produkciu celulaz vliknitou hubou
Trichoderma viride. Bull. PV, 26 (6), 1987, ¢. 3.

Bausinne pakTopoB pocTa Ha NPORYKUMIO HeNTi0xa3 rpudkom Trichoderma viride
Pesmowme

Jobaska Mesiaccsl (2.5 r.01!) man CryLieHHOTo KYKYPY3HOro 2kerparTa (2,5 r.a!) noso-
HITEJBbHO BIMAET Ha NMPOAYKIMIO IesiIt0aa3 rpubkom Trichoderma viride. Tlo cpaBHEHUIO
C KOHTPOJEM MpORYKLMA Lesronas nosbuuaercs Ha 30-60 %. JobaBka OpoanMIbHBIX
niueHnYHBIX oTpyOerr (2,5 r.r!) BeI3bIBAaeT mHrubupomanue. CTuMyaupyupir agdexr
darT POR POCTA MOXKHO €111€ IMOBBICHTE KOMOMHALeN ¢ HeKOTOPBIMM TeH3uzamu. JloGaB-
xa tersuzna Tween 80 (2.0 r.art), Slovanik PV 370V st NT 70(1-2 r.or!) BhIZbIBaET MOBBIIIE-
HIe MPOAVKLMM LesTosas Ha 150 %. DTo moBbllIeHNMe NPOAYKIMY LEeJT0Nas He UMeeT
IPAMOTO OTHOLIEHUA K NPOAYKIMM BHEKIETOYHBIX IIPOTEMHOB.

Influence of growth factors on the cellulase production using fibrous fungus Triclioderma viride
Summary

The addition of molasses (2.5 g I'") or corn-steep liquor (2.5 g I'") has the positive effects on
cellulase production using fibrous fungus Trichoderma viride. The cellulase production increased
by 30-60 % compared with control sample. The addition of fermented corn bran (2.5 g I'!) has
inhibitory effect. Stimulation effect of growth factors can be increased by adding some tensides.
The addition of Tween 80 (2 g I''). Slovanik PV 370B or NT 70 (1-2 g I'') tensides increases the
cellulase production bv as many as 150 %. This increase of celluiase production is not in direct
relation to the production of extracellular proteins.



